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降解 不 同 牧草 的 瘤 骨 细 菌 群落 多 样 性 研究 : 
oe (Ro HD dir 陈 庆 隆 ! MS EWS 赵 国 琦 3 ME 
nc 


(1 .江西 省 农业 科学 院 ， 南 昌 330200; 2. 扬 州 大 学 动物 科学 
市 农业 科学 院 ， 南 昌 


南昌 


330008; 4. 新 疆 


要 : 本 试验 由 在 通 


过 高 通 量 测序 技术 下 


草 、 羊 草 和 稻草 为 试验 材料 ， 


降解 24h 后 全 部 取出 ， 9 


究 降解 不 同 牧 革 的 瘤胃 细菌 


分 别 将 


轴 水 平 上 ， 序 列 比 对 得 到 9 


酸 弧 阔 属 、 普 雷 沃 氏 菌 属 、 纤 维 


稻草 中 操作 分 类 


个 OTU， 占 细菌 总 OTU 


微生物 群 


数目 


^m ER 


关键 词 : 牧草 ; 
中 


图 


分 类 号 : S816 


反刍 动物 瘤 


FH rp 


用 下 降解 为 挥发 性 脂肪 酸 进而 为 机 体 供 能 


28m pu A 


落 ; 


局 JES Œ 


I 


1 ^78 


E 净 后 提取 总 DNA， 根 据 Miseq 高 通 


与 技术 学 院 ， 扬 州 225009; 3. 


阿勒泰 市 第 一 牧场 畜牧 兽医 站 ， 阿 勒 泰 836500) 


其 粉碎 后 称 取 3.0 g JUN. 


gh 


量 测序 要 求 进行 样品 币 


zi 
EE 
nj 


电 着 大 量 细菌 、 


FF SUR RUS SEE P JB o 


和 原虫 等 


微生物 ， 牧 草 纤维 
此 , 深入 研究 纤维 


4 种 牧草 上 的 优势 


第 一 主 成 分 和 第 二 主 成 分 的 贡献 率 分 别 为 52.89% 和 19.43%。 


2) 基于 UniFrac 


RBA 
的 加 权 主 坐标 分 析 ， 


3) EE. SEXE. “ERA 
单元 COTUO 数目 分 别 为 5778、6 984. 5220 和 6 018, 4 组 牧草 共享 2 913 
的 32.38%。 综合 得 出 , 4 种 不 同 牧草 在 相同 降解 时 间 下 的 
落 结 构 多 样 性 存在 明显 差异 。 


可 在 瘤 骨 微生物 作 


降解 的 微生物 机 制 对 于 反刍 


动物 高 效 利 用 牧草 资源 具有 十 分 重要 的 意义 。 不 同 牧 草 的 组 织 结构 存在 差异 ， 其 中 豆 科 牧草 
GEW) 主要 由 易 降 解 的 厚 角 组 织 、 绿 色 组 织 和 万 皮 部 组 成 ， 而 禾 本 科 牧 划 〈 如 燕麦 草 和 
羊 草 ) 和 稻草 秸秆 主要 由 厚 壁 组 织 、 薄 壁 组 织 、 维 管束 和 万 皮 部 等 组 成 ， 研 究 发 现 ， 微 生物 
对 细胞 壁 的 吸附 和 降解 与 牧草 组 织 结构 及 其 类 型 密切 相关 叫 。 在 降解 纤维 的 瘤胃 微生物 中 ， 
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细菌 在 纤维 降解 过 程 中 起 决定 性 作用 ， 尤 其 是 与 牧草 紧密 吸附 的 细菌 外 。 黄 色 瘤 胃 球 菌 


(Ruminococcus flavefaciens , R. flavefaciens) ~ 白色 瘤胃 球菌 CRuminococcus albus, R. albus) 


和 产 琥珀 酸 丝 状 杆菌 (Fibrobacter succinogenes , F. succinogenes) 是 3 种 主要 纤维 降解 菌 B-5， 


有 研究 表明 ,细菌 可 以 快速 附着 于 黑 麦 草 表 面 , 且 在 薄 壁 组 织 和 万 皮 部 中 的 细菌 吸附 量 最 多 ， 


尤其 是 黄色 瘤 骨 球菌 四 。Akin 等 中 通过 电子 显微镜 技术 发 现 降 解 羊 汀 草 和 鸭 茸 草 的 纤维 降解 


菌 中 有 70% 是 F. succinogenes 和 R. flavefaciens. Koike 等 (I 通过 竞争 性 PCR 研究 了 绵羊 中 3 


种 主要 纤维 降解 菌 对 鸭 茅 茎 秆 的 吸附 和 降解 情况 ， 培 养 5 min Ja KI, F succinogenes 和 其 


他 2 种 球菌 CR. flavefaciens 和 R. albus) 的 数量 可 达 茎 秆 干 物质 (DM) 含量 的 105 和 104 个 


/g, 24 h 时 F succinogenes 和 R. flavefaciens 的 数量 达到 峰值 ， 分 别 为 蔡 秆 DM 含量 的 10? 和 


107 4-/g, T R. albus 在 48 h XFIRE, HEF DM 含量 的 105 个 leg。 然而， 前 人 多 集中 在 对 


几 种 主要 纤维 降解 菌 数量 变化 的 研究 局 ， 且 研究 手段 多 为 显微镜 技术 和 严 光 定量 PCR 技术 
等 ,有关 高 通 量 测序 手段 对 和 在 牧草 细胞 壁 内 部 的 细菌 群落 结构 多 样 性 的 研究 鲜 有 报道 


IE 


此 ， 本 文选 择 我 国 奶牛 场 常 用 的 首 蒂 、 燕 麦草 、 羊 草 和 稻草 为 研究 对 象 ， 通 过 尼龙 袋 试验 ， 
EB) Miseq 高 通 量 测序 技术 从 微生物 群落 结构 多 样 性 的 角度 探究 不 同 牧 革 中 纤维 降解 菌 的 
差异 , 为 进一步 深入 探索 饲 草 降解 率 差异 形成 的 原因 和 饲 粮 对 瘤胃 菌 群 的 形成 机 理 提 供 一 定 


— 


的 理论 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 动物 和 饲养 管理 


选取 3 头 安装 有 永久 性 瘤胃 瘘管 的 健康 、 干 奶 期 荷 斯 坦 奶 牛 [(600+15) kg], 


根据 NRC (2001) 3 倍 维持 需要 的 营养 标准 ， 饲 喂 主 要 由 玉米 、 豆 粕 、 玉 米 青 贮 


和 稻草 秸秆 组 成 的 全 混合 日 粮 CTMR ) ， 采 集 饲 料 样品 放 入 65 °C BE RAE 


48 h， 测 定 初 水 分 ， 然 后 过 40 目 得 ， 测 定 样品 粗 蛋 白质 CCP) 、 粗 脂肪 CEE) ~ 


有 机 物 COMO II0、 粗 灰分 (Ash) 、 中 性 洗涤 纤维 NDF) 和 酸性 洗涤 纤维 (ADF ) 


0 含量， 非 纤 维 性 碳水 化 合 物 CNFCO 含量 可 通过 计算 [ 非 纤 维 性 碳水 化 合 物 


IU] 


出 。 钙 (Ca) ABE CP) 


(%)=100-〈 粗 蛋白 质 + 


含量 采用 电感 耦合 等 离子 体 原 子 发 射 光 谱 法 测定 09, 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 如 表 1 


性 洗涤 纤维 + 粗 脂 肪 + 粗 灰 分 )] 和 


Ei 


Atay, RAGAN, AM 2K, AH KK 
表 1 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 〈 干 物质 基础 ) 
Table 1 Composition and nutrient levels of the diet (DM basis) % 

项 目 Items 含量 Content 
原料 Ingredients 

稻草 秸秆 Rice straw 15.00 
玉米 青贮 Corn silage 35.00 
全 棉籽 Whole cottonseed 5.00 
玉米 Corn 21.00 
豆粕 Soybean meal 10.00 
玉米 干 酒糟 及 其 可 溶 物 Com DDGS 10.00 
磷酸 氧 钙 CaHPO4 1.30 
食盐 NaCl 0.60 
碳酸 氧 钠 NaHCO; 1.00 
预 混 料 Premix? 0.60 
石粉 Limestone 0.50 
合计 Total 100.00 

营养 水 平 Nutrient levels? 

粗 蛋 白质 CP 14.34 
粗 脂 肪 EE 4.14 
中 性 洗涤 纤维 NDF 37.87 
粗 灰 分 Ash 8.78 
非 纤 维 性 碳水 化 合 物 NFC 34.78 
$5 Ca 0.66 
BE P 0.38 


1 每 千克 预 混 料 含有 One kilogram of premix contained the following: VA 400 000 IU, VD 80 
000 IU, VE 2 000 IU, Zn 5000 mg, Se 40 mg, Mn 2 000 mg, Fe 2 000mg, Co 20mg, Cul 


200 mg, I50 mg. 


2 营养 水 平 为 实测 值 。Nutrient levels were measured values. 


1.2 ”试验 材料 


试验 选用 试验 基地 种 植 的 长 势 和 株 高 相近 的 初 花期 紫花 首 藩 、 抽 穗 初期 燕麦 


草 和 羊 草 以 及 收割 后 的 稻草 ， 从 根部 切割 后 去 掉 叶 子 和 叶 霄 ， 和 剥离 出 茎 各 


验 材料 。 


1.3 ”试验 方法 


FE X 


将 4 种 牧草 样品 放 入 65 "CHR TE 48 h， 测 定 初 水 分 ， 然 后 过 40 As, I ee mAH 


白质 、 粗 脂肪 、 有 机 物 、 中 性 洗涤 纤维 和 酸性 洗涤 纤维 含量 ， 计 算 非 纤维 性 碳水 化 合 物 含 


ER 


二 


。 然 后 分 别称 取 3.0 g 粉碎 好 的 彰 薪 、 燕 麦草 、 羊 草 和 稻草 样品 2 mm $85 放 入 尼龙 袋 (8 


cmx12 cm， 网 孔 孔 径 300 H) 中 ， 每 种 牧草 称 取 6 份 ， 每 头 牛 2 个 重复 ， 于 晨 饲 前 将 24 个 


尼龙 袋 分 别 投放 到 3 头 奶牛 瘤 骨 中 ， 同 时 将 尼龙 强 栓 在 瘘管 盖 上 固定 ， 降 解 24h 后 取出 所 


有 尼龙 袋 ， 放 入 冰 水 中 停止 发 酵 ， 分 别 将 相同 牧草 的 2 个 重复 样品 混合 均匀 ， 然 后 用 冷水 冲 


洗 直 到 流出 的 水 澄清 为 止 , 放 入 -80 °C 低温 冰箱 (BCD-208K ACIN, 青岛 海尔 股份 有 限 公司 ) 


保存 。 


测 样 时 将 牧草 在 冰 上 解冻 ， 利 用 OMEGA 试剂 盒 (M2327-02 ) 提取 总 DNA. BH 


粉碎 的 植物 组 织 放 入 1.5 mL 灭 菌 离心 管 中 ， 立 即 加 入 已 内 酰胺 CCPL) 缓冲 液 涡 旋 ， 然 后 


Lm WA 65 CKA 15 min， 加 入 氧 仿 : ÆR (OA 混合 液 ， 高 速 涡 旋 后 高 速 离心 ， 吸 


O 取 上 清 液 ， 依 次 加 入 核糖 核酸 酶 、CXD 缓冲 液 、 无 水 乙醇 ， 涡 旋 15 s 后 转 入 吸附 柱 中 离心 ， 


然后 丢弃 收集 管 和 收集 液 ， 将 吸附 柱 转 入 第 2 个 新 的 收集 管 中 ， 加 入 无 水 乙醇 稀释 、 离 心 ， 


N 再 加 入 无 水 乙醇 冲洗 缓冲 液 、 离 心 ， 将 吸附 柱 转 入 一 个 新 的 1.5 mL 离心 管 中 ， 加 入 预先 巴 


CO 热 的 双 蒸 水 孵育 ， 离 心 3 min， 将 DNA 洗 脱 后 收集 。 对 提取 好 的 DNA 样品 用 核酸 蛋白 分 析 


© 1X. CDU640, 美国 Backman 公司 ) 测定 260 和 280 nm 处 的 吸光 度 值 以 及 DNA WKE, 用 196 


Eyki% CDYY-6C 电泳 仪 ， 北 京 六 一 仪器 三 ) 进行 DNA 质量 检测 。 


的 琼脂 糖 凝 胶 通 过 


e 根据 细菌 16S rDNA 的 V3 区 保守 序列 ， 设 计 通 用 引物 338F: 5’ 


= -ACTCCTACGGGAGGCAGCAQG-3' , 533R 5’ -TTACCGCGGCTGCTGGCAC-3’ , PCR $7 


增 采 用 25 uL 反应 体系 : 2.5 wL1OxPCR Buffer, 1 uL 引物 (各 10 umol/L) , 2 uL dNTP Mix 


(2.5 mmol/L) , 0.125 uL DNA REME (5.0 U/uL) , 20ng DNA 模板 ，ddH2O 补 齐 。 反 应 


程序 为 : 94 PCTAETE 5 min; 94 °C 变性 30s，58 °C 退火 30s, 72 °C 延伸 30s, XEfT 21 个 循 


环 ， 最 后 72 °C 延伸 5 min， 结 束 后 4°C 保 存 。PCR 扩 增 产物 用 1.5% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 进行 检 


il, 然后 使 用 Axygen DNA 胶 回 收 纯 化 试剂 盒 (Axy Prep DNA Gel Extration kit, AP-GX-500) 


对 V3 区 扩 增 产物 进行 切 胶 回收 纯化 ， 经 Biotek 酶 标 仪 (FLX800， 美 国 伯 腾 仪器 有 限 公 司 ) 


对 纯化 好 的 PCR 产物 进行 定量 ， 为 防止 多 样品 混合 测序 容易 产生 不 均一 现象 ， 需 按 测序 要 


求 将 每 一 个 待 测 样品 进行 等 量 混 匀 形成 均一 混合 物 ，PCR 混合 物 经 质量 控制 后 ， 采 用 标准 


FJ Illumina TruSeq DNA 文库 制备 流程 构建 Ilumina 测序 文库 , 最 后 按照 llumina Miseq 平台 


上 机 进行 Barcoded Illumina Miseq 测序 。 


1.4 数据 处 理 与 分 析 


对 原始 序列 数据 进行 质量 控 


物 碱 基 含 2 个 以 上 的 


相似 度 为 97% 的 原则 ， 将 序 丈 


对 生成 的 OTU 信息 进行 细菌 群落 丰富 度 和 多 样 性 


错 配 信息 、 单 个 碱 基 习 


Hl ZS Bq OP, FHF 120 bp、 含 有 模糊 碱 基 ， 引 
复数 超过 6 个 的 序列 ， 获 得 优质 序列 。 根 据 序列 


j 归 为 多 个 操作 分 类 单元 Coperational taxonomic unit, OTU) ， 


分 析 ， 其 中 丰富 度 指 数 用 Chaol 指数 


和 Ace 指数 表示 ， 多 样 性 指数 用 Shannon 指数 和 Simpson 指数 表示 ，Shannon 指数 值 越 大 ， 


说 明 群 落 多 样 性 越 高 ， 


Heatmap 图 ， 同 时 对 4 


1.5 ”统计 分 析 


数据 采用 Excel 2007 进行 整理 


析 和 显著 性 检验 ， 以 P<0.05 和 P«0.01 作为 差异 显著 和 极 显 著 判 断 标准 。 


2 结果 与 分 析 


[Ju 


2. 牧草 营养 水 平 


Simpson 指数 值 越 大 ， 说 明 群 落 多 样 性 


越 低 。 在 属 水 平 上 做 


结果 采用 SAS 9.0 统计 软 伯 


E»: SH 


, 


= 


^E FER AB 


Hx 
聚 类 


E 物 群落 进行 UniFrac 分 机， 比较 不 同 牧草 间 的 群落 差异 性 。 


X 2 所 示 为 4 种 牧草 的 营养 水 平 ， 结 果 表 明 不 同 牧草 的 营养 水 3 
牧 革 的 干 物质 和 有 机 物 含 量 相 当 


= j 


F 的 PDIFF 模块 进行 方差 分 


“存在 一 定 的 差异 ，4 种 


白质 含量 则 远 远 高 于 燕麦 草 、 羊 草 和 稻草 ， 


而 首 蒂 的 中 性 洗涤 纤维 和 粗 纤维 含量 则 比 丰 本科 的 燕麦 草 、 羊 草 和 稻草 要 低 。 


表 2 牧草 营养 水 平 〈 干 物质 基础 ) 

Table 2 Ingredient composition of four forage (DM basis) % 

项 目 tems 干 物质 有 机 物 粗 蛋 白质 中 性 洗涤 纤维 粗 纤维 
DM OM CP NDF Ash 

Elia Alfalfa 89.12 91.25 17.88 43.22 22.65 
燕麦 草 Oat hay 88.01 88.89 5.89 67.58 28.14 
羊 草 Leymus chinensis 90.42 89.01 5.54 69.25 29.36 
稻草 Rice straw 91.06 89.12 4.96 71.12 34.23 


2.2 了 瑚 群 结构 丰富 度 和 多 样 性 


测序 后 ， 本 研究 12 个 测试 样品 


产生 591 378 条 有 效 序 列 ， 经 质量 挖 肯 


=, 


后 得 到 562 727 


条 高 质量 序列 ，: 


“ 均 序 列 长 度 为 161 bp。 不 同 牧草 降解 过 程 中 的 菌 群 结构 丰富 度 和 多 样 性 


间 Chao 指数 和 Ace 指数 均 差 异 不 显著 (P>0.05) 。 不 同 牧草 对 物 


"A FE 


结果 如 表 3 所 示 。 物 种 丰富 度 指数 Chao 指数 为 5 603—729 3, Ace JEO 7 455-9 792， 各 组 


指数 Simpson 


指数 有 极 显著 影响 (P<0.01)， 


H E TR] Simpson 指数 最 高 , 极 显 著 高 于 


其 他 牧草 (P<0.01); 


羊 草 的 Simpson 指数 最 低 ， 极 显著 低 于 其 他 牧草 CP<0.01) 。 这 表明 附着 在 不 同 牧 革 上 的 细 


菌 多 样 性 不 同 ， 且 羊 草 物种 多 样 
个 样品 测序 量 合理 ， 可 以 很 好 地 反映 牧草 
表 3 不 同 牧草 降解 过 程 


性 最 高 ， 


细菌 群落 


o 


PERR AACE i RITE 94% 以 上 ， 说 明 每 
类 和 结构 多 样 性 
1! 的 菌 群 结构 丰富 度 和 多 样 性 结果 


Table3 Results of richiness and diversity of flora in process of different forages degradation 


E : 
项 [IE 燕麦 草 稻草 P (Ë 
Leymus SEM 
Items Alfalfa Oat hay Rice straw P-value 
chinensis 
Chao 指数 Chao index 6135 7 293 5 603 5 700 884 0.54 
Ace 指数 Ace index 8 366 9 792 7 455 7 416 1 052 0.41 
Simpson 指数 Simpson 
0.019 4^2 0.016 98> 0.012 5€c 0.015 18^ 0.000 8 «0.01 
index 
Shannon 指数 Shannon 
5.793 7 5.802 7 5.9121 5.898 3 0.033 2 0.07 
index 
同行 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 C P«0.050 ， 不 同 大 写字 母 表示 差异 极 显 著 
CP«0.010 ， 相 同 或 无 字母 表示 差异 不 显著 CPA0.050 。 下 表 同 。 


In the same row, values with different small letter superscripts mean significant difference 


(P<0.05), and with different capital letter superscripts mean significant difference (P<0.01), 


while with the same or no letter superscripts mean no significant difference (P>0.05). The same 


as below. 


2.3 细菌 组 成 和 和 群落 结构 


在 属 水 平 上 , 序列 比 对 得 到 的 91 7 ER 


ial 


共有 11 个 菌 属 的 相对 含 


a 


KT 0.1% (#4), 


而 其 他 鉴定 出 的 菌 属相 对 含量 


9.29%， 不 同 牧草 对 上 述 菌 属 存在 极 显 


均 较 低 , 这 表明 吸附 在 牧草 中 的 细菌 含有 很 多 相对 丰 度 较 低 的 
菌 属 。 在 相对 含量 大 于 0.1% 的 菌 属 中 ， 不 同 牧 革 中 均 以 丁 酸 弧 菌 


ARKJE (Prevotella) 、 纤 维 杆 菌 属 


CFibrobacter) 和 密 螺旋 体 属 〈77epomema) 为 优势 菌 


4 基于 细菌 属 水 平 相对 含量 


ET 0.1% (序列 所 


著 影 响 (P<0.01) 。 


属 (Butyrivibrio) 、 普 


比例 ) 的 不 同 牧草 比较 分 析 


EE 


属 ， 且 Butyrivibrio 和 Prevotella 所 占 比例 较 高 ， 分 别 占 总 序列 的 8.8896 ~ 12.309651 7.01% ~ 


Table 4 Comparative analysis of relative abundance above 0.1% (percentage of sequences) under the bacterial genus level in 


different forages 


属 BE 燕麦 草 羊 草 稻草 - PE 
Genus Alfalfa Oat hay Leymus chinensis Rice straw P-value 
酸 弧 菌 属 

12.3048 9.44Bb 8.88% 9.808% 0.27 <0.01 
Butyrivibrio 
普 雷 沃 氏 菌 属 

9.29Aa 7.01B* 9.17^* 9.16^* 0.25 «0.01 
Prevotella 
密 螺 旋 体 属 

3.810 4.968 7.01% 5.]2P^ 0.29 «0.01 
Treponema 
纤维 杆菌 属 

3.38Bc 7.27" 6.14^^ 4.62P^ 0.40 «0.01 
Fibrobacter 
冶 骨 球菌 必 

1.82Bc 2.10P* 2.5348 1.978 0.03 <0.01 
Ruminococcus 
厌 氧 原 体 属 

0.8148 0.24€ 0.42B> 0.388 0.02 <0.01 
Anaeroplasma 
新 月 形 单 胞 菌 属 

0.8044 0.16€ 0.22€ 0.58Bb 0.03 <0.01 
Selenomonas 
解 琥珀 酸 菌 属 

0.80* 0.68^ 0.74 0.83? 0.03 0.02 
Succiniclasticum 
毛 螺旋 菌 属 

0.758° 0.3254 0.45€ 1.0148 0.02 <0.01 
Lachnobacterium 
琥珀 酸 弧 菌 属 

0.56P^ 0.32% 0.448? 0.99Aa 0.02 <0.01 
Succinivibrio 
厌 氧 弧 菌 属 

0.2548 0.128¢ 0.168? 0.29Aa 0.02 <0.01 
Anaerovibrio 

2.4 组 间 的 相似 性 分 析 
通过 颜色 梯度 及 相似 程度 来 反映 不 同 牧草 组 在 各 分 类 水 平 上 群落 组 成 的 相似 性 和 差异 
性 ， 图 例 不 同 颜色 代表 不 同 牧草 组 OTU 的 相对 丰 度 比例 ， 由 图 1 可 知 ，12 个 样品 共 分 成 了 


2 Kiki, BES KAR FA 4 小 徐 ， 每 小 篮 均 为 同一 牧草 的 6 个 样品 ， 这 说 明 相同 牧草 3 个 


平行 样 附着 的 


显 差异 。 


fF 洲 结 构 十 分 相似 , 可 以 很 好 地 聚 在 一 起 , 而 不 同 牧 革 间 群落 结构 存在 


T 


t 
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Fig.1 


在 本 研究 


结构 差异 进行 了 下 
差异 大 小 ，PCoA 可 以 将 这 种 差异 显示 在 


近 的 点 表示 2 个 样品 
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图 1 属 水 平 下 12 个 牧草 样品 聚 类 分 析 热 图 


Cluster analysis heat map under genus level of 12 forage samples 
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， 我 们 利用 UniFrac 的 加 权 主 坐标 分 析 CPCoAO 对 降解 不 同 牧草 的 细菌 群落 


和 第 二 主 成 分 的 贡献 率 分 别 为 52.89% 和 19.43%， 不 同 牧草 间 细 菌 群落 结构 差异 明显 ， 但 和 
同 牧草 的 3 个 样品 可 


TEE 


ab. E 


以 


过 系统 进化 距离 来 衡量 样品 间距 离 ， HIT ARES 


ASS 


丛 或 三 维 空 间 的 PCoA 图 上 ， 因 此 ， 图 中 距离 越 


菌 群 结构 越 相 似 。 由 图 2 可 知 ， 基 于 UniFrac 的 PCoA 其 第 一 主 成 分 


很 好 地 聚 在 一 起 ， 菌 群 相似 度 很 高 。 


In 
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PCoA1-PC1 vs PC2 


PC2-percent variation explained 19.43% 
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PC1-percent variation explained 52.89% 


图 2 ”97% 相 似 性 水 平 下 12 个 牧草 样品 菌 群 弓 


EWJ Unifrac 的 加 权 主 坐标 分 析 图 


Fig.2 Principal coordinate analysis (PCoA) scores plot generated by UniFrac analysis at the 97% similarity level 


of the 12 forage samples 


通过 统计 不 同 牧草 组 中 共有 和 独 有 的 OTU 数目 ， 在 97% 相 似 性 水 平 下 ，4 个 组 共产 生 


8 997 ^ OTU, 如 图 3 所 示 , 其 中 音 薪 、 燕 麦草 、 羊 草 和 稻草 中 OTU 数目 分 别 为 778. 6 984. 


5220 和 6 018，4 种 牧草 共享 了 2 913 个 OTU， 占 细菌 总 OTU CA MY 32.38%, ERT. Bee 


草 、 羊 草 和 稻草 中 独 有 的 OTU 数目 分 别 为 6.07%、 


10.61%、4.85% 和 6.88%， 其 顺序 为 燕麦 


草 > 稳 草 > 首 蒂 > 羊 草 。 由 此 可 见 ， 吸 附 在 不 同 牧 革 上 的 细菌 共享 了 约 1/3 的 OTU， 且 不 同 牧 


草 中 存在 一 定 比例 独 有 的 OTU. 


图 3 不 同 牧 革 组 细菌 群落 共享 和 独 有 的 OUT 数目 的 Venn 图 分 析 


Fig.3 Venn diagram analysis of OTU number shared and unique of bacterial community among different forage 


groups 
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FRILL a AE, Butyrivibrio. Prevotella, Treponema 和 Fibrobacter 是 牧草 中 的 优势 


i 


BRL, X DIE ES 4 种 牧草 的 奶牛 其 瘤胃 液 中 的 优势 菌 属 种 类 相 一 致 bl。 尽管 不 同 牧 草 的 
势 菌 属 在 种 类 上 没有 差异 ， 但 不 同 牧 草 组 间 细 菌 相对 含量 存在 显著 或 极 显著 差异 ,这 主要 
是 因为 不 同 牧 草 的 营养 组 分 、 组 织 结构 和 吸附 的 微生物 种 类 不 同 造成 的 ,不 同 微生物 会 对 不 


sr 


[JE] P7 HE As [e] B] i] 02-131, Butyrivibrio 是 厚 壁 菌 门 (Firmicutes) 中 主要 的 纤维 分 解 菌 属 ， 


它们 在 纤维 分 解 中 发 挥 了 重要 作用 ， 研 究 表明 Butyrivibrio 可 以 利用 纤维 素 、 淀 粉 和 其 他 多 
FMEA ACER, 且 首 蒂 显 著 高 于 其 他 3 种 牧草 , 这 可 能 与 首 蒂 中 可 发 酵 碳水 化 合 物 含量 高 
于 不 本 科 的 燕麦 草 、 羊 草 和 稳 草 密切 相关 。Prevotella 中 拥有 高 活性 的 半 纤 维 素 分 解 菌 04， 


"WP 
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wW M 


© 并 对 植物 非 纤 维 多 糖 和 蛋白 质 的 降解 至 关 重 要 05， Butyrivibrio 加 上 Prevotella Æ Ei fà 

(© 

~ (21.59%) 中 所 占 的 比例 明显 高 于 燕麦 草 (16.45%) . $E (18.05%) 和 稻草 (18.96%) ， 
= 这 可 能 与 首 菠 中 的 蛋白 质 和 可 发 酵 碳水 化 合 物 含量 高 有 关 ， 但 这 有 竺 于 进一步 开展 研究 证 


4 
E 4 


实 。 尽 管 Ruminococcus 和 Fibrobacter 在 瘤胃 中 丰 度 低 于 Butyrivibrio 和 Prevotella， 但 它们 


在 牧草 纤 维 的 降解 中 也 发 挥 了 重要 作用 。 除 此 之 外 , 本 研究 中 还 发 现 多 达 80 种 低 丰 度 菌 属 ， 


尽管 丰 度 较 低 ， 但 分 泌 的 纤维 素 酶 活 或 许 很 高 ， 如 真 杆 菌 属 CEubacterium) ~ T RINE 


属 (Pseudobutyrivibrio) BED COscillibacter) 等 菌 属 ， 它 们 在 纤维 降解 过 程 中 发 挥 


着 重要 作用 09。 
微生物 可 以 快速 吸附 于 细胞 壁 表面 , 但 细胞 壁 降解 速率 及 其 程度 受 微生物 与 底 物 秋 附 程 


度 、 饲 料理 化 特性 和 瘤胃 消化 动力 学 等 因素 的 影响 01。 对 不 同 底 物 〈 黑 麦草 叶 、 黑 麦草 共和 
稻草 秸秆 ) 在 山羊 瘤胃 24 h 内 微生物 吸附 的 研究 表明 ， 吸 附 在 不 同 纤维 底 物 上 的 微生物 在 
瘤胃 降解 前 6h 无 显著 差异 ， 细 菌 总 数 在 6h 后 逐渐 稳定 ， 变 性 梯度 凝 胶 电泳 (DGGE) 图 
谱 表 明 ， 底 物 在 降解 12 和 24h 后 的 微生物 群落 结构 与 降解 6h 后 的 微生物 群落 结构 存在 显 
著 差 异 , 这 充分 说 明 不 同 底 物 吸附 的 微生物 会 随时 间 的 不 同 发 生 改 变 n8。 对 吸附 的 微生物 进 
行 殉 隆 文 库 的 研究 还 发 现 Treponema ATER ia Feo PRL, FER PAR ALE, Ri, AS 


AEH ELI AE 4 种 牧草 中 均 能 发 现存 在 Treponema， 该 结果 与 果园 草 中 的 结论 存在 差异 ， 这 
可 能 与 本 试验 中 使 用 的 牧草 品种 、 试验 动物 和 饲 喂 饲 粮 等 因素 不 同 有 关 。 研究 发 现 细菌 可 在 
15 min 内 快速 吸附 于 黑 麦 草 细胞 壁 中 , 且 黄 色 瘤 胃 球 菌 更 喜欢 吸附 在 黑 麦 草 叶 的 表皮 、 薄 壁 


mu 
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PHAR ANF) BZ ILA), ELSE ES SECURE ZI EA JER ETC], 吸附 在 牧草 中 的 微生物 大 多 是 


产 政 珀 酸 丝 状 杆菌 


和 黄色 瘤胃 球菌 0; ,它们 占 细菌 总 数 的 0.196 6.6941 1.3% —2.99501231, 


上 上述 结果 与 本 研究 中 不 本 科 草 GRZ FEMER) 的 瘤 骨 球菌 属 含量 均 高 于 豆 科 草 ( 首 蒂 ) 


的 结果 相 一 致 , 这 可 能 与 和 不 本 科 草 中 的 纤维 素 含量 高 于 首 蒂 有 关 , 研究 发 现 瘤 胃 球 菌 属 可 发 


醚 纤维 素 及 其 水 解 产物 纤维 二 糖 ， 而 曹 帮 草 中 的 纤维 素 含量 仅 占 22.65%， 均 低 于 燕麦 草 、 


羊 草 和 稻草 。 定 植 不 同 底 物 中 的 微生物 细菌 形态 相似 ,但 微生物 数量 显著 不 同 ， 微 生物 数量 


在 24h 时 达到 峰值 ,其 中 以 杆 球菌 CRod cocei), 双 球菌 (Diplococci) 和 螺旋 体 门 (Spirochaetes) 


D» 


^ 


ERLA, CT EAE FTP Hae PE ESAE 24 h 后 取出 进行 微生物 群落 结构 研究 分 析 的 原 


Ea 


从 不 同 牧草 细 甘 


群落 结构 相似 性 的 研究 结果 表明 ，12 个 样品 在 聚 类 分 析 热 图 中 分 为 两 


Kis 4 组 不 同 牧草 的 3 个 样品 又 聚 成 小 和 能， 由 此 可 见 ， 相 同 牧草 的 3 个 重复 样品 之 间 的 微 


生物 降解 菌 


的 群落 结构 十 分 相似 ,而 不 同 牧草 之 间 存 在 明显 差异 ,这 与 细菌 在 属 水 平 上 各 组 


间 存 在 显著 或 极 显著 差异 的 结果 相 一 致 。 与 此 同时 , 同 为 不 本 科 草 的 燕麦 草 和 羊 草 最 终 聚 成 


SKER, 这 说 明 降 解 不 本 科 草 的 细菌 群落 结构 更 相似 , 这 可 能 与 燕麦 草 和 羊 草 的 细胞 壁 结 构 


组 成 和 营养 成 分 相似 有 密切 关系 上 29, 由 表 2 中 可 以 发 现 , 燕麦 草 和 羊 草 的 粗 蛋 白质 (5.89% 


VS. 5.54%) . "pf 


相近 , 营养 组 分 和 细 


F 


Tal 


干 物质 降解 率 的 有 


洗涤 纤维 (67.58% VS. 69.25%) 和 粗 纤 维 (28.14% VS. 29.36%) 含量 均 


胞 壁 结构 的 相近 可 能 是 导致 燕麦 草 和 羊 草 中 细菌 群落 结构 相似 的 主要 原 


因 t34。 首 获 和 稻草 聚 成 了 一 大 艇 ,它们 之 间 的 细菌 群 落 结构 更 相似 , 这 与 先前 通过 扫 


Eti 
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度 的 UniFrac 的 PCoA 图 中 ，4 组 牧草 样品 能 够 很 好 地 分 隔 开 ， 这 与 聚 类 分 析 热 图 的 结果 相 
一 致 。 


种 不 同 牧 草 在 相同 降解 时 间 下 附着 的 微生物 群落 结构 多 样 性 存在 明显 差异 。 在 属 


通过 高 通 量 测序 技术 对 降解 4 种 牧草 中 的 细菌 群落 结构 差异 性 研究 表明 ，4 


水 平 上 上， 降解 纤维 的 优势 菌 属 主要 是 Butyrivibrio. Prevotella, Fibrobacter 和 Treponema. 
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Abstract: In this study, we used high throughput sequencing to investigate the diversity of ruminal 
bacterial communities in different forages degradation. Alfalfa, oat hay, Leymus chinensis and rice 
straw were choose as experimental materials, smashed and weighted 3.0 g, putin a nylon bag 
then put into the rumen, put out after degraded for 24 h, washed and extracted the total DNA, and 
sample preparation and machine analysis were according for Miseq high throughput sequencing. 
The results showed as follows: 1) at the level of the genus, the sequence alignment obtained 91 
genera, Butyrivibrio, Prevotella, Fibrobacter and Treponema were the dominant genera in the four 
forages. 2) Based on the principal coordinate analysis (PCoA) by UniFrac, the contribution rates 
of the first principal component and the second principal component were 52.89% and 19.43%, 
respectively. 3) The numbers of operational taxonomic units (OTU) of alfalfa, oat hay, Leymus 
chinensis and rice straw were 5 778, 6 984, 5 220 and 6 018, respectively, 2 913 OTUs were 
shared by four forages and which got 32.38% of the total number of OTU in bacteria. These 
results showed that the diversity of bacterial communities were different in the four forages which 
degraded at the same time. 


Key words: forage; bacterial community; high throughput sequencing. 
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